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  3-­‐5%	  der	  Neugeborenen	  werden	  kleinwüchsig	  geboren.	  Bei	  einem	  Teil	  dieser	  Kinder	  bleibt	  auch	  nach	  der	  Geburt	  ein	  Aufholwachstum	  aus.	  Eine	  prä-­‐	  und	  postnatale	  Wachstumsverzögerung	   kann	   neben	   unmittelbaren	   Folgen	   wie	   zum	   Beispiel	  psychosozialen	   Problemen	   auch	   mit	   Langzeitrisiken	   im	   Erwachsenenalter,	   vor	   allem	  Diabetes	   mellitus	   und	   kardiovaskulären	   Erkrankungen	   einhergehen.	   In	   den	   letzten	  10	  Jahren	   konnten	   verschiedene	   Mutationen	   im	   Gen	   des	   IGF1-­‐Rezeptors	   (IGF1R)	   bei	  Patienten	   mit	   Kleinwuchs,	   Mikrozephalie	   und	   erhöhten	   IGF1-­‐Spiegeln	   identifiziert	  werden.	   Aufgrund	   eines	   gestörten	   IGF1-­‐Signales	   kommt	   es	   hauptsächlich	   zu	   einem	  fehlenden	   Längenwachstum.	   Aber	   auch	   Funktionen	   des	   Glukosestoffwechsels	   sind	   bei	  manchen	  Patienten	  gestört.	  In	  dieser	  Arbeit	  wurde	  eine	  solche	  IGF1R-­‐Mutation	  in	  der	  Tyrosinkinasedomäne	  bei	  zwei	  Brüdern	  und	  deren	  Vater	  nachgewiesen.	  Auffällig	  waren	  neben	  einem	  Kleinwuchs	  und	   Mikrozephalie	   auch	   ein	   zunehmend	   gestörter	   Glukosemetabolismus	   unter	  Wachstumshormontherapie.	   Der	   IGF1R-­‐Gendefekt	   liegt	   in	   einer	   über	   Speziesgrenzen	  hinweg	   hochkonservierten	   Region	   und	   ließ	   sich	   mittels	   dHPLC	   und	  Genotypisierungsuntersuchungen	   bei	   über	   1200	   Kontrollen	   nicht	   nachweisen.	  Zusätzlich	   machen	   Vererbungsmodus	   und	   klinische	   Manifestationsform	   die	  
IGF1R-­‐Mutation	   als	   Ursache	   der	   beobachteten	   prä-­‐	   und	   postnatalen	  Wachstumsverzögerung	   sehr	   wahrscheinlich.	   Eine	   aufgezeichnete	   zunehmende	  Glukoseintoleranz	  der	  IGF1R-­‐Mutationsträger	  unter	  Wachstumshormontherapie	  spricht	  für	   eine	   komplexe	   Mitbeteiligung	   des	   IGF1R	   im	   Glukosestoffwechsel.	   Bei	   der	  Resequenzierung	  des	  AKT1-­‐Gens,	   einem	  Haupteffektormolekül	  des	   IGF1R,	  wurden	  bei	  70	   kleinwüchsigen	   Kindern	   fünf	   neue	   Genpolymorphismen	   identifiziert.	   Eine	   die	  Proteinsequenz	  verändernde	  Mutation	  konnte	  jedoch	  ausgeschlossen	  werden.	  Insgesamt	   bestätigen	   diese	   Ergebnisse	   die	   wichtige	   Funktion	   des	   IGF1R	   im	  menschlichen	  Wachstumsprozess	  und	  geben	  Hinweise	  auf	  eine	  mögliche	  Mitbeteiligung	  des	  IGF1R-­‐Signalweges	  bei	  Störungen	  des	  Glukosestoffwechsels.
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Nomenklatur	  der	  Schreibweisen:	  
humane	  Gene:	  Kursivschrift	  in	  Großbuchstaben	  
murine	  Gene:	  Kursivschrift	  in	  Kleinbuchstaben,	  großer	  Anfangsbuchstabe	  
Funktionsproteine:	  entsprechend	  dem	  oben	  genanntem,	  jedoch	  nicht	  kursiv.	  	  AKT1	   	   v-­‐akt	  murine	  thymoma	  viral	  oncogene	  homolog	  1	  GH	   	   Growth	  Hormone	  GSK3	   	   Glykogensynthase-­‐Kinase	  3	  HDM2	  	   Human	  Double	  Minute	  Homolog	  2	  IGF1	   	   Insulin	  Like	  Growth	  Factor	  Type	  1	  IGF1R	  	   Insulin	  Like	  Growth	  Factor	  Type	  1	  Receptor	  IR	   	   Insulin	  Receptor	  IRR	   	   Insulin	  Receptor-­‐Related	  Receptor	  IRS	   	   Insulin	  Receptor	  Substrate	  IUGR	   	   Intrauterine	  Growth	  Retardation	  mTOR	  	   mechanistic/mammalian	  Target	  of	  Rapamycin	  PDK	   	   Phosphoinositide-­‐Dependent	  Kinase	  PH	   	   Pleckstrin	  Homology	  PIP	   	   Phosphatidyl-­‐Inositol-­‐Phosphat	  PIP-­‐3	   	   Phosphatidylinositol-­‐3,4,5-­‐Trisphosphate	  PI3K	   	   Phosphatidylinositol-­‐4,5-­‐Bisphosphate	  3-­‐Kinase	  PKB	   	   Proteinkinase	  B	  SDS	   	   Standard	  Deviation	  Score	  SGA	   	   Small	  for	  Gestational	  Age	  SHC	   	   Sarcoma	  Homology	  and	  Collagen	  SHOX	   	   Short	  Stature	  Homeobox	  SNV	   	   Single	  Nucleotide	  Variation	  STAT5B	   Signal	  Transducer	  and	  Activator	  of	  Transcription	  5B	  TSC	   	   Tuberous	  Sclerosis	  Complex	  
I.	   Abkürzungen	  

	  	  
Einführung	   	  
	   	  
1	  
Neugeborene,	  die	  „zu	  klein	  für	  ihr	  Gestationsalter“	  sind,	  werden	  als	  „small	  for	  gestational	  
age	  (SGA)“	   bezeichnet.	   Für	   den	   Pädiater	   liegt	   ein	   SGA-­‐Kleinwuchs	   vor,	   wenn	   das	  Geburtsgewicht	   oder	   die	   Geburtslänge	   mehr	   als	   zwei	  Standardabweichungen	   (SDS)	  unter	   dem	   Durchschnitt	   einer	   repräsentativen	   Referenzpopulation	   liegt,	   die	   ihrem	  Gestationsalter	   entspricht	   (1).	   Der	   Grenzwert	   von	   –2	  SDS	   entspricht	   etwa	   der	  3.	  Perzentile	   auf	   üblichen	   Perzentilenkurven.	   In	   der	   Neonatologie	   hingegen	   werden	  bereits	  Neugeborene	  unter	  der	  10.	  Längen-­‐	  bzw.	  Gewichtsperzentile	  als	  SGA	  eingestuft.	  Der	   Begriff	   „intrauterine	   Wachstumsverzögerung“	   beziehungsweise	   „intrauterine	  
growth	   retardation“	   wird	   oft	   synonym	   mit	   dem	   Terminus	   SGA	   verwendet.	   Dieser	  beschreibt	   zusätzlich	   einen	   während	   der	   Schwangerschaft	   wirksamen	   pathologischen	  Prozess,	   der	   den	   Feten	   daran	   hindert,	   sein	   volles	   Wachstumspotential	  auszuschöpfen	  (2).	  Je	  nach	  Definition	  kommen	  daher	  bis	  zu	  10%	  aller	  Neugeborenen	  für	  ihr	   Geburtsalter	   zu	   klein	   auf	   die	   Welt.	   Ein	   Großteil	   dieser	   Kinder	   gleicht	   diesen	  Rückstand	  durch	  erhöhtes	  Wachstum	  bis	  zum	  Alter	  von	  zwei	   Jahren	  wieder	  aus.	  Etwa	  jedes	   10.	  Kind	   zeigt	   jedoch	   kein	   Aufholwachstum	   und	   bleibt	   über	   das	   2.	  Lebensjahr	  hinaus	   klein.	   In	   den	  meisten	   Fällen	   kann	   die	  Ursache	   dafür	   nicht	   geklärt	  werden	   und	  man	  spricht	  von	  idiopathischem	  Kleinwuchs	  (2).	  Das	   menschliche	   Wachstum	   wird	   von	   einer	   Unmenge	   von	   Faktoren	   beeinflusst.	  Neben	  Umweltfaktoren	  spielen	  gerade	  während	  der	  Fetalperiode	  mütterliche	  Ursachen	  eine	  Rolle.	   Dazu	   zählen	   das	  Alter	   und	   der	   Ernährungszustand	   der	  werdenden	  Mutter,	  Nikotinkonsum	  und	  Anzahl	  der	  vorausgegangenen	  Schwangerschaften.	  Einen	   großen	   Anteil	   an	   der	   Pathogenese	   einer	   prä-­‐	   und	   auch	   postnatalen	  Wachstumsretardierung	  haben	  auch	  genetische	  Defekte	  (2).	  Chromosomale	  Anomalien	  wie	   eine	   Monosomie	  X0	   (Turner-­‐Syndrom),	   eine	   Trisomie	  21	   (Down-­‐Syndrom)	   oder	  uniparentale	  Disomien	  (z.B.	  in	  Form	  eines	  Silver-­‐Russell-­‐Syndroms)	  sind	  schon	  lange	  als	  Ursache	   von	   SGA	   bekannt.	   Auch	   eine	   Vielzahl	   von	  monogenetischen	  Defekten	   können	  sowohl	  einen	  unproportionierten	  Kleinwuchs	  wie	  bei	  Skelettdysplasien	  als	  auch	  einen	  proportionierten	   Kleinwuchs,	   wie	   zum	   Beispiel	   bei	   Gendefekten	   in	   der	  Wachstumshormon	  (GH)-­‐Achse,	  verursachen.	  Die	   Entdeckung	   der	   GH-­‐Resistenz	   als	   Ursache	   des	   angeborenen	   Kleinwuchses	  (3)	  führte	   unter	   anderem	   zu	   der	   Erforschung	   weiterer	   Gene	   in	   der	   GH-­‐Achse.	  Mutationsbedingte	   Inaktivierung	   hypophysärer	   Transkriptionsfaktoren	   wie	   PROP1,	  PIT1,	  LHX3	  und	  LHX4,	  führen	  zu	  einer	  angeborenen	  Hypophyseninsuffizienz	  und	  einem	  primärem	   GH-­‐Mangel	   (4-­‐6),	   der	   sich	   jedoch	   vornehmlich	   postnatal	   manifestiert.	  Genetische	   Aberrationen	   im	   insulin-­‐like-­‐growth-­‐factor	  (IGF)-­‐System	   sind	   für	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angeborenen	   Kleinwuchs	   mit	   bereits	   intrauterin	   nachweisbarer	  Wachstumsretardierung	   verantwortlich.	   Homozygote	   loss-­‐of-­‐function	   Mutationen	   im	  IGF1-­‐Gen	   gehen	   in	   unterschiedlicher	   Ausprägung	   mit	   prä-­‐	   und	   postnataler	  Wachstumsretardierung,	  Taubheit	  und	  mentaler	  Entwicklungsverzögerung	  einher	  (7-­‐9).	  Ein	   proportionierter	   intrauteriner	   Kleinwuchs	   ohne	   postnatales	   Aufholwachstum	  und	   normal	   hohe	   bis	   erhöhte	   IGF1-­‐Serumwerte	   bestimmen	   das	   klinische	   Bild	   bei	  heterozygoten	   IGF1R-­‐Mutationen.	   In	   einigen	   Fällen	   sind	   Mikrozephalie,	   milde	  psychomotorische	   Entwicklungsverzögerung	   sowie	   leichtgradige	   syndromale	  Auffälligkeiten	   des	   Gesichts	   und	   der	   Hände	   beschrieben	   (10-­‐24).	   Zusätzlich	   fällt	   bei	  einigen	  Patienten	  mit	  IGF1R-­‐Mutationen	  ein	  gestörter	  Glukosemetabolismus	  auf	  (16,	  20,	  25,	  26).	  In	  vielen	  Studien	  ist	  inzwischen	  belegt,	  dass	  Säuglinge,	  Kinder	  und	  Erwachsene,	  die	  ehemals	  SGA	  geboren	  wurden,	  mit	  einem	  erhöhten	  Gesundheitsrisiko	   leben.	   In	  der	  Perinatalperiode	  sind	  dies	  unter	  anderem	  eine	  vermehrte	  Neigung	  zu	  respiratorischen	  Komplikationen,	   Hypotension,	   Hypoglykämien,	   nekrotisierende	   Enterokolitiden	   und	  eine	  dadurch	  bedingte	  erhöhte	  Mortalität	   (27).	  Während	  der	  Kindheit	  und	  Adoleszenz	  kommen	   eine	   Häufung	   kognitiver	   Entwicklungsverzögerungen,	   psychosozialer	  Probleme	   und	   schlechterer	   schulischer	   Leistungen	   zum	   Tragen	   (28-­‐30).	   Im	  Erwachsenenalter	   sind	   vorrangig	   eine	   erhöhte	   Rate	   von	   Diabetes	   mellitus	   und	  kardiovaskulären	  Erkrankungen	  zu	  nennen	  (31-­‐33).	  
Das	   IGF-­‐System	   besteht	   aus	   einer	   Gruppe	   von	   Peptiden,	   die	   Prozesse	   wie	   die	  Zellvermehrung	   und	   Differenzierung	   regulieren	   und	   somit	   auch	   das	   Wachstum	   von	  Säugetieren	   steuern.	   Dazu	   zählt	   man	   Insulin,	   die	   beiden	   insulinähnlichen	  Wachstumsfaktoren	  IGF1	  und	  IGF2	  sowie	  die	  Rezeptoren	  IGF1R,	  IGF	  Typ	  2/Mannose-­‐6-­‐Phosphat-­‐Rezeptor	  (IGF2R)	  und	  Insulin-­‐Rezeptor	  (IR).	  Hinzu	  kommen	  mindestens	  sechs	  IGF-­‐Bindeproteine	  (IGFBP1-­‐6)	  und	  die	  sogenannte	  acid-­‐labile	  subunit	  (ALS).	  IGF1	   und	   IGF2	   wirken	   über	   den	   membranständigen	   IGF1R,	   wobei	   beide	  Wachstumsfaktoren	   auch	   den	   IR	   mit	   geringerer	   Affinität	   binden	   (34).	   IGF2	   entfaltet	  seine	  biologische	  Wirksamkeit	  zusätzlich	  über	  eine	  fetal	  exprimierte	  Isoform	  des	  IR.	  Der	  IGF2R	   hat	   im	   Gegensatz	   zum	   IGF1R	   jedoch	   keine	   Signaltransduktionsaktivität.	   In	   der	  Fetal-­‐	   und	   Embryonalperiode	   internalisiert	   der	   IGF2R	   vermutlich	   vor	   allem	  überschüssiges	  IGF2	  in	  das	  Zellinnere	  und	  hilft	  so	  seine	  Bio-­‐Verfügbarkeit	  zu	  regulieren	  (35).	  An	  der	   intrazellulären	  Umsetzung	  einer	   IGF1-­‐induzierten	  IGF1R	  Aktivierung	  sind	  weitere	   Proteine	   und	   Effektormoleküle	   beteiligt.	  Wichtige	   Signalvermittler	   sind	   dabei	  die	   Insulin-­‐Rezeptor-­‐Substrat	   (IRS)	   Familie,	   die	   Phosphatidylinositol-­‐4,5-­‐Bisphosphat-­‐3-­‐Kinasen	  (PI3Ks)	  und	  die	  Proteinkinase	  B	  (PKB)/AKT,	  bestehend	  aus	  den	  Isoformen	  AKT1,	  AKT2	  und	  AKT3	  (36).	  
1.2	   Das	  IGF-­‐System	  im	  Wachstumsprozess	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Das	   pränatale	   Wachstum	   wird	   GH-­‐unabhängig	   über	   eine	   lokale	   beziehungsweise	  parakrine	   Sekretion	   von	   Insulin-­‐like-­‐Growth	   Factors	   (IGFs)	   gesteuert.	   Eine	   nach	  Gestationsalter	  variable	  und	  gewebespezifische	  Genexpression	  von	  IGF1	  und	  IGF2	  sorgt	  zusammen	  mit	  AKT1	  und	  AKT3	   für	  ein	  optimales	  embryo-­‐fetales	  Wachstum.	   IGF2	   lässt	  sich	   verstärkt	   in	   Plazentagewebe	   nachweisen	   und	   ist	   dort	   für	   das	   Plazentawachstum	  und	   den	   plazento-­‐fetalen	   Nährstofftransfer	   zuständig.	   IGF1	   ist,	   im	   Gegensatz	   zu	   IGF2,	  deutlich	   stärker	   durch	   Insulin	   und	   Nährstoffsubstrate	   stimulierbar.	   Somit	   wird	   das	  intrauterine	   Wachstum	   dem	   aktuellen	   Energieangebot	   angepasst.	   In	   der	   fetalen	  Blutzirkulation	   nachweisbare	   IGF2-­‐Spiegel	   sind	   im	   Vergleich	   zu	   IGF1	   um	   das	   3	   bis	  10-­‐fache	   erhöht.	   Ab	   der	   Geburt	   stimuliert	   vermehrt	   GH	   die	   IGF1-­‐Produktion	   in	   der	  Leber	  und	  führt	  damit	  im	  Blutkreislauf	  zu	  einer	  IGF1-­‐Dominanz	  (37,	  38).	  Postnatal	  wird	  das	  Wachstum	  daher	  zunehmend	  über	  die	  somatotrope	  Achse,	  also	  GH	   und	   IGF1,	   gesteuert.	   Pulsatil	   vom	   Hypophysenvorderlappen	   ausgeschüttetes	   GH	  erhöht	  die	  IGF1-­‐Produktion	  in	  der	  Leber.	  Im	  Blut	  zu	  über	  80%	  im	  Komplex	  mit	  IGFBP3	  und	  ALS	  gebunden,	  entfaltet	  der	  Wachstumsfaktor	  beispielsweise	  an	  den	  Chondrozyten	  der	   epiphysären	   Wachstumsfugen	   seine	   Wirkung.	   Hinzu	   kommt	   auto-­‐	   und	   parakrin	  sezerniertes	   IGF1,	   welches	   durch	   GH	   in	   peripheren	   Organen	   induziert	   wird	   (39).	   Die	  Verfügbarkeit	   von	   frei	  wirksamem	   IGF1	  wird	  durch	  die	   gewebespezifische	  Expression	  von	   sechs	   IGFBPs	   fein	   reguliert	   (40).	   IGF1-­‐unabhängige	   zelluläre	   Wirkungen	   einiger	  IGFBPs,	  wie	  etwa	  die	  Hemmung	  von	  Wachstumsstimuli	  durch	   IGFBP3,	   tragen	  zu	  einer	  zusätzlichen	  Komplexität	  des	  Systems	  bei	   (41,	  42).	  Darüberhinaus	  hat	  GH	   jedoch	  auch	  einen	  direkten	  Einfluss	  auf	  das	  Wachstum,	  ohne	  über	  IGF1	  als	  Mediator	  zu	  wirken	  (39).	  Die	  Rolle	  von	  IGF2	  im	  postnatalen	  Wachstumsprozess,	  welches	  nahezu	  lebenslang	  eine	  relativ	  konstante	  lokale	  Sekretion	  aufweist,	  ist	  noch	  weitgehend	  unverstanden	  (35).	  Viele	   Erkenntnisse	   über	   die	   Funktionen	   des	   IGF-­‐Systems	   im	   Wachstumsprozess	  stammen	   aus	   Mausmodellen.	   Mäuse	   mit	   einer	   homozygoten	   Igf1-­‐	   oder	  
Igf2-­‐Inaktivierung	   (Knockout)	   haben	   ein	   um	   40%	   reduziertes	   Geburtsgewicht	  verglichen	  mit	  Wildtyp	  (WT)-­‐Mäusen.	   Ein	   homozygoter	  Knockout	   des	   Igf1r-­‐Gens	   zeigt	  eine	  Wachstumsretardierung	  von	  55%	  verglichen	  mit	  normalen	  Mäusen	  (43).	  Dagegen	  erreichen	   homozygote	   Akt1-­‐Knockout-­‐Mäuse	   noch	   80%	   des	   Geburtsgewichtes	   ihrer	  Wildtypverwandten	   (44).	   Interessanterweise	   gingen	   homozygote	   Knockouts	   der	  Isoform	   Akt2	   mit	   der	   Entwicklung	   eines	   schweren	   Diabetes,	   jedoch	   nur	   mit	   einer	  leichten	  Wachstumsretardierung	  einher.	  Ein	  Knockout	  der	  Isoform	  Akt3	  führte	  zu	  einer	  deutlich	   verringerten	   Gehirnmasse,	   aber	   fehlender	   Größenminderung.	   Hier	   ist	   eine	  gewebespezifische	   Expression	   der	   verschiedenen	   Isoformen	   wahrscheinlich	  ursächlich	  (36).	   Kombinierte	  Mutanten	  mit	   einem	  Knockout	   von	   Igf1	   und	   Igf1r	   zeigen	  keinen	  Unterschied	   zu	   homozygoten	   Igf1r-­‐Knockout-­‐Mäusen.	   Einige	   der	   homozygoten	  
Igf1-­‐Knockout-­‐Mäuse	  überleben	  teilweise	  bis	  in	  ein	  adultes	  Lebensalter.	  Dagegen	  hat	  ein	  homozygoter	   Igf1r-­‐Knockout	   den	   Tod	   des	   Versuchstiers	   durch	   respiratorisches	  Versagen	   kurz	   nach	   der	   Geburt	   zur	   Folge.	   Der	   Unterschied	   lässt	   sich	  möglicherweise	  dadurch	   erklären,	   dass	   sowohl	   Igf1	   als	   auch	   Igf2	   ihre	   Wirkung	   über	   den	   Igf1r	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entfalten	  (43).	   Heterozygote	   Inaktivierungen	   der	   genannten	   Gene	   gehen	   ebenfalls	  mit	  einer	   prä-­‐	   und	   postnatalen	   Wachstumsretardierung	   einher,	   allerdings	   ist	   deren	  Ausprägung	   milder	   und	   die	   Tiere	   überleben	   alle	   (45).	   Bei	   einem	   Verlust	   des	   durch	  „imprinting“	   regulierten	   Igf2r-­‐Gens	   resultiert	   hingegen	   ein	   fetaler	   Großwuchs	  (46).	  
Akt1/Akt2	   double-­‐knockouts	   (DKO)	   zeigen	   einen	   Phänotyp	   nahezu	   identisch	   zu	  homozygoten	   Igf1r-­‐	   oder	   Ir-­‐Knockout-­‐Mäusen.	   Die	   Akt-­‐Kinase	   scheint	   somit	   die	  wichtigsten	   Funktionen	   des	   Igf1r-­‐Signalweges	   während	   der	   feto-­‐embryonalen	  Entwicklung	   zu	   übernehmen	   (47).	   Eine	   kombinierte	   Deletion	   von	   Akt1	   und	   Akt3	   ist	  überraschenderweise	   im	   embryonalen	   Alter	   tödlich.	   Hier	   sind	   wahrscheinlich	  plazentare	  und	  vaskuläre	  Defekte	  mit	  unterentwickelten	  fetalen	  Blutgefäßen	  ursächlich.	  In	   kombinierten	   homo-­‐	   und	   heterozygoten	   Knockouts	   der	   Akt-­‐Isoformen	   zeigte	   sich,	  dass	   Akt1	   zusammen	   mit	   Akt3	   essentiell	   für	   die	   embryonale	   Entwicklung	   und	   das	  postnatale	  Überleben	  sind	  (48).	  
Zu	  der	  Familie	  der	  Tyrosinkinase-­‐Rezeptoren	  mit	  intrinsischer	  Enzymaktivität	  gehören	  neben	  dem	  IGF1R	  der	  IR	  und	  der	  Insulin	  Receptor-­‐Related	  Receptor	  (IRR).	  Der	  IGF1R	  ist	  nicht	   nur	   am	  Wachstum	   beteiligt,	   er	   spielt	   auch	   bei	   Stoffwechsel,	   Gehirnentwicklung	  und	  Tumorentstehung	  eine	  Rolle.	  Während	  seine	  Funktion	  und	  die	  des	  IR	  gut	  bekannt	  sind,	  bleibt	  die	  Rolle	  des	  IRR	  weitgehend	  unverstanden.	  Der	   IGF1R	   liegt	   auf	   dem	   Chromosom	   15q26.3	   und	   wird	   in	   fast	   allen	   Geweben	  biallelisch	  exprimiert.	  Das	  Gen	  umfasst	  mehr	  als	  100	  Kilobasen	  (kb)	  genomischer	  DNA	  mit	  21	  kodierenden	  Exonen.	  Der	  reife	  Rezeptor	  ist	  wie	  der	  IR	  aus	  einem	  Heterotetramer	  mit	   α-­‐β-­‐β-­‐α-­‐Struktur	   aufgebaut.	   Nach	   Abspaltung	   eines	   30	   Aminosäuren	   (AS)-­‐langen	  Signalpeptides	  werden	  die	  Vorläuferproteine	  bereits	   im	  endoplasmatischen	  Retikulum	  unter	  Bildung	  von	  Disulfidbrücken	  dimerisiert	  und	  anschließend	  mehrfach	  glykolysiert.	  Im	   Golgi-­‐Apparat	   entstehen	   durch	   proteolytische	   Spaltung	   separate	   durch	  Disulfidbrücken	   verbundene	   α-­‐	   und	   β-­‐Untereinheiten,	   welche	   an	   die	   Zelloberfläche	  transportiert	  werden	  (49,	  50).	  Die	  vollständig	  extrazellulär	  gelegenen	  α-­‐Untereinheiten,	  bestehend	   aus	   den	   AS	   1-­‐707	   (Nummerierung	   ohne	   Signalpeptid),	   bilden	   die	  Ligandenbindungstasche.	  Die	  β-­‐Untereinheiten	  (AS	  712-­‐1337),	  die	  den	  Rezeptor	  in	  der	  Zellmembran	   verankern,	   enthalten	   die	   intrazellulär	   gelegene	   Tyrosinkinasedomäne	  (AS	  956-­‐1256)	  (51).	  IGF1	   bindet	   in	   der	   Ligandenbindungstasche	   der	   α-­‐Untereinheiten	   wodurch	   der	  IGF1R	  seine	  Konformation	  ändert.	  Diese	  Konformationsänderung	   legt	  die	  Tyrosinreste	  1131,	   1135	   und	   1136	   in	   der	   Tyrosinkinasedomäne	   frei,	   die	   sich	   gegenseitig	  phosphorylieren	  und	  den	  Rezeptor	  aktivieren.	  Durch	  nachfolgende	  Phosphorylierungen	  wird	  das	  Andocken	  von	  Adapterproteinen	  wie	  IRS	  1-­‐4	  und	  der	  SHC	  Familie	  ermöglicht,	  
1.3	   Der	  IGF	  Typ	  1	  Rezeptor	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welche	   teilweise	   ebenfalls	   phosphoryliert	   werden	   (52).	   Über	  multiple	   Reaktionswege	  werden	   weitere	   Signalmoleküle	   aktiviert.	   Diese	   münden	   größtenteils	   in	   den	   zwei	  Hauptsignalwegen,	   der	   MAPK/ERK-­‐Kaskade	   und	   der	   PI3K/AKT-­‐Kaskade.	   Deren	  zentrale	   Komponente	   und	   eines	   der	   Haupteffektormoleküle	   des	   IGF1R	   ist	   die	  metabolisch	  und	  für	  die	  Zellvermehrung	  bedeutende	  PKB/AKT	  Kinase	  (53).	  
PKB/AKT	  gehört	  zu	  den	  Serin/Threonin-­‐spezifischen	  Proteinkinasen	  und	  umfasst	  drei	  Isoformen	  (PKBα/AKT1,	  PKBβ/AKT2,	  PKBγ/AKT3).	  Viele	  der	  pleiotropen	  Effekte	  einer	  IGF1R-­‐Aktivierung,	   wie	   Zellteilung	   und	   –differenzierung	   aber	   auch	   Regulierung	   des	  Glukosestoffwechsels,	   werden	   durch	   die	   AKT-­‐Kinasen	   auf	   intrazellulärer	   Ebene	  umgesetzt	  (54).	  Während	  AKT1	  ubiquitär	  exprimiert	  wird,	  findet	  eine	  AKT2	  Expression	  hauptsächlich	   in	  Muskel-­‐,	   Leber-­‐	   und	   Fettgewebe	   und	   eine	   Expression	   von	  AKT3	   fast	  ausschließlich	   im	   Gehirn	   statt	   (36).	   Die	   Identifizierung	   von	   AKT1-­‐spezifischen	  Substraten	   spricht	   für	   eine	   entscheidende	   Beteiligung	   dieser	   Isoform	   an	   der	  Zellproliferation	   und	   –bewegung.	   Ebenso	   scheint	   AKT1	   bei	   der	   Regulation	   des	  natürlichen	  Zelltodes	  eine	  wichtige	  Funktion	  zu	  haben	  (55).	  Das	  AKT1-­‐Gen	  befindet	  sich	  auf	  dem	  Chromosom	  14q32.32	  und	  umfasst	  etwa	  26	  kb	  genomischer	   DNA	   mit	   14	   kodierenden	   Exons.	   Durch	   alternatives	   Splicing	   entstehen	  multiple	  Transkriptionsvarianten.	  Das	   480	  Aminosäuren	  umfassende	  Vorläuferprotein	  wird	   posttranslational	   über	   zwei	   Disulfidbrücken,	   mehrfache	   Glykolisierungen	   und	  Phosphorylierungen	   modifiziert.	   Das	   funktionelle	   Protein	   besteht	   aus	   einer	  N-­‐terminalen	   PH-­‐Domäne	   (AS	   5-­‐108),	   einer	   Kinase-­‐Domäne	   (AS	   150-­‐408)	   und	   einem	  C-­‐terminalen	  hydrophoben	  Motiv	  (AS	  409-­‐480)	  (56).	  AKT1	  liegt	  im	  Zytoplasma	  in	  einer	  inaktiven	  Form	  vor.	  Eine	  Aktivierung	  der	  Kinase	  erfolgt	   in	   mehreren	   Schritten	   als	   Antwort	   auf	   eine	   ganze	   Vielfalt	   an	   Stimuli.	   Nach	  Ligandenbindung	  des	  IGF1R	  und	  Weiterleitung	  des	  Signals	  nach	  intrazellulär	  wird	  über	  das	   Adapterprotein	   IRS1	   die	   Phosphatidyl-­‐Inositol-­‐Phosphat	   (PIP)-­‐abhängige	   Kinase	  PI3K	   aktiviert.	   Durch	   PI3K	   werden	   membranständige	   Phospholipide	   an	   der	  Zellinnenseite	   in	   die	   second	  messenger	   PIP3	   umgewandelt.	   AKT1	   bindet	   über	   die	  PH-­‐Domäne	   membranständiges	   PIP3.	   Somit	   gelangt	   die	   Proteinkinase	   in	   räumliche	  Nähe	  der	  ebenfalls	  membranständig	   lokalisierten	  Phosphoinositid-­‐abhängigen	  Kinasen	  PDK1	   und	   PDK2.	   Hier	   kommt	   es	   in	   einem	   letzten	   Schritt	   zu	   Phosphorylierungen	   der	  Aminosäurereste	  Threonin308	  und	  Serin473,	  die	  zu	  einer	  Konformationsänderung	  und	  damit	   Aktivierung	   der	   AKT1-­‐Kinase	   führen	   (56).	   Nachfolgend	  werden	   AKT1-­‐abhängig	  unter	   anderem	   anti-­‐apoptotische	   beziehungsweise	   das	   Zellwachstum	   regulierende	  Signalwege	  beeinflusst.	  Deren	  wichtige	  Effektormoleküle	  sind	  das	  mit	  der	  Bcl2-­‐Familie	  interagierende	  BAD-­‐Protein	  und	  der	  TSC1/2-­‐	  und	  mTOR-­‐Komplex	  (57).	  
1.4	   Die	  Protein	  Kinase	  PKBα/AKT1	  
	  	  
Einführung	   	  
	   	  
6	  
IGF	   und	   IGF1R	   weisen	   nicht	   nur	   strukturelle	   Ähnlichkeiten	   zu	   Insulin	   und	   IR	   auf	  sondern	   üben	   gemeinsam	  über	   den	   PI3K/AKT-­‐Signalweg	   auch	   direkte	  Wirkungen	   auf	  den	  Glukosestoffwechsel	  aus.	  Darüber	  hinaus	  ist	  der	  IGF1-­‐Signalweg	  möglicherweise	  an	  der	  Entwicklung	  einer	   Insulinresistenz	  als	  wichtigem	  Pathomechanismus	  des	  Diabetes	  mellitus	   Typ	   2	   beteiligt	   (58).	   Fasten	   über	   fünf	   Tage	   reduziert	   beim	   Menschen	   die	  IGF1-­‐Serumspiegel	   um	   50%	   mit	   konsekutiv	   verminderter	   Ansprechrate	   auf	  GH-­‐Stimulation.	   Unter	   Realimentation	   erhöhten	   sich	   IGF1-­‐Synthese	   und	  GH-­‐Responsivität.	   Des	   Weiteren	   führt	   IGF1	   bei	   Gesunden	   zu	   einer	   erhöhten	  Insulin-­‐Sensitivität	   und	   zu	   einer	   Senkung	   der	   Serumglukose.	   Da	   IGF1	   unter	  physiologischen	  Bedingungen	  nur	   eine	  geringe	  Affinität	   zum	   IR	  hat,	   ist	   eine	  vorrangig	  erzielte	   Signalwirkung	   über	   den	   IGF1R	   zu	   vermuten	   (58).	   Ein	   gestörter	  IGF1R-­‐Signalweg,	   wie	   er	   bei	   IGF1R-­‐Mutationen	   vorkommt,	   ist	   teilweise	   mit	   einem	  dysfunktionalen	   Glukosemetabolismus	   assoziiert	   (10,	   17,	   25,	   26).	   Bei	   einer	   von	  Fang	  et	  al.	   beschriebenen	   Patientin	   mit	   einer	   homozygoten	   IGF1R-­‐Mutation	   fand	   sich	  sogar	  ein	  manifester	  Diabetes	  mellitus	  auf	  der	  Basis	  einer	  Insulindefizienz	  (20).	  In	   Mausmodellen	   konnte	   durch	   gewebespezifische	   Inaktivierung	   des	  IGF1-­‐Signalweges	  eine	  dadurch	  verursachte	  Glukoseintoleranz	  mit	  Insulinresistenz	  oder	  gestörter	  Insulinsekretion	  erzeugt	  werden.	  Darüber	  hinaus	  entwickelten	  Genotypen	  mit	  einer	   skelettmuskelspezifischen	   Igf1r-­‐Inaktivierung	   einen	   Diabetes	   mellitus.	  Skelettmuskelspezifische	   funktionelle	   Ausschaltung	   des	   Insulinrezeptors	   verursachte	  dagegen	   mildere	   Phänotypen.	   Über	   pankreasspezifische	   Igf1r/Ir-­‐double-­‐knockout	  (DKO)-­‐Mäuse	   konnte	   gezeigt	  werden,	   dass	   sowohl	   IGF1R	   als	   auch	   IR	  wichtig	   für	   eine	  uneingeschränkte	   Betazellfunktion	   sind.	   Insgesamt	   scheint	   somit	   der	   IGF1-­‐Signalweg	  eine	  Rolle	  bei	  der	  Pathogenese	  einer	  gestörten	  Glukoseregulation	  zu	  spielen	  (58).	  	  
1.5	   Die	  Rolle	  des	  IGF-­‐Systems	  im	  Glukosestoffwechsel	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Bis	   zu	   10	   Prozent	   der	   SGA-­‐Kinder	   zeigen	   in	   den	   ersten	   zwei	   Lebensjahren	   kein	  Aufholwachstum.	   Einige	   dieser	   Kinder	   weisen	   normale	   bis	   erhöhte	   IGF1-­‐Serumwerte	  auf.	  Es	  liegt	  daher	  die	  Vermutung	  nahe,	  dass	  der	  Wachstumsfaktor	  IGF1	  sein	  Signal	  nicht	  an	  die	  Zellen	  weiterleiten	  kann	  und	  eine	  IGF1-­‐Resistenz	  deshalb	  Ursache	  der	  prä-­‐	  und	  postnatalen	  Wachstumsretardierung	  ist.	  An	   den	   Universitätskliniken	   Cincinatti	   und	   Leipzig	   wurden	   2003	   die	   ersten	  Patienten	   mit	   Mutationen	   im	   IGF1R-­‐Gen	   beschrieben	   (19).	   Die	   Ursachen	   für	   ein	  fehlendes	  postnatales	  Aufholwachstum	  trotz	  normaler	  bis	  erhöhter	   IGF1-­‐Serumspiegel	  werden	  seitdem	  an	  der	  Universitätskinderklinik	  in	  Leipzig	  erforscht.	  Kinder	  mit	  einem	  Geburtsgewicht	   oder	   -­‐länge	   von	   weniger	   als	   –2	  SDS	   und	   normalen	   bis	   erhöhten	  IGF1-­‐Serumspiegeln	  (>	  –0,5	  SDS)	  werden	  nach	  Ausschluss	  organischer	  und	  syndromaler	  Ursachen	   genetisch	   untersucht.	   Dabei	   werden	   vor	   allem	   Gene	   des	   IGF-­‐Systems	  analysiert.	  Zunehmend	  treten	  auch	  wichtige	  Kandidaten-­‐Gene	  downstream	  des	  IGF1R	  in	  den	  Fokus.	  AKT1	   ist	  dabei	  eines	  der	  Haupteffektormoleküle	  des	   IGF1-­‐Signalweges.	  Die	  bisher	   in	   humanen	   Tumoren	   beschriebenen	   Mutationen	   des	   AKT1	   waren	   mit	   einer	  Aktivitätserhöhung	   der	   Kinase	   verbunden	   (59,	   60).	   Basierend	   auf	   dem	   Wissen	   aus	  Knockout-­‐Tiermodellen	   wäre,	   wie	   bereits	   von	   Klammt	  et	  al.	   postuliert	   (36),	   bei	   einer	  
loss-­‐of-­‐function	  Mutation	  eine	  Wachstumsretardierung	  zu	  erwarten.	  Mittels	  eines	  gezielten	  Mutationsscreenings	  und	  daraus	  resultierender	  funktioneller	  molekulargenetischer	   Analysen	   sollte	   in	   der	   vorliegenden	   Arbeit	   folgenden	  Fragestellungen	  nachgegangen	  werden:	  1. Lässt	   sich	   eine	   loss-­‐of-­‐function	  Mutation	   des	  AKT1-­‐Gens	   bei	   Kindern	  mit	   prä-­‐	   und	  postnataler	  Wachstumsretardierung	  nachweisen?	  2. Ist	   eine	   neue	   heterozygote	   IGF1R-­‐Mutation	   bei	   zwei	   Brüdern	   Ursache	   für	   deren	  anhaltende	  Wachstumsverzögerung?	  3. Wie	  wirkt	  sich	  die	  IGF1R-­‐Mutation	  auf	  den	  Glukosestoffwechsel	  aus?	  
DNA-­‐Proben	  aus	  nationalen	  und	  internationalen	  pädiatrischen	  Zentren,	  die	  in	  einer	  am	  Universitätsklinikum	   Leipzig	   aufgebauten	   Datenbank	   gesammelt	   werden,	   dienten	   als	  Untersuchungsmaterial	   der	   AKT1-­‐Sequenzierung	   bei	   SGA-­‐Kindern.	   Ein	   schriftliches	  Einverständnis	  der	  Eltern	  über	  die	  genetischen	  Untersuchungen	  nach	  vorangegangener	  
2.	   Das	  Promotionsprojekt	  
2.1	   Hintergrund	  und	  Fragestellung	  
2.2	   Gen-­‐Sequenzierung	  des	  AKT1	  bei	  70	  SGA-­‐Kindern	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Aufklärung	   lag	   vor.	   Das	   AKT1-­‐Gen	   inklusive	   Promotorregion	  wurde	   anschließend	   auf	  Sequenzveränderungen	   im	   Vergleich	   zu	   einer	   Referenzsequenz	   untersucht.	   Fünf	   neue	  
Single-­‐Nucleotide-­‐Variations	   (SNVs)	   bei	   neun	   unterschiedlichen	   Patienten	   konnten	  identifiziert	   werden.	   Nukleotidveränderungen,	   die	   zu	   einem	   Aminosäureaustausch	  innerhalb	  des	  AKT1-­‐Proteins	  führen,	  zeigten	  sich	  dagegen	  nicht.	  
Alle	  unten	  beschriebenen	  genetischen	  Untersuchungen	  wurden	  im	  Forschungslabor	  der	  Universitätskinderklinik	  Leipzig	  durchgeführt.	  Die	   Promoterregion	   sowie	   alle	   Exons	   des	   AKT1	   inklusive	   der	   5’-­‐untranslatierten	  Region	   (UTR)	   wurden	   unter	   Verwendung	   von	   spezifischen	   Primern	   mittels	  Polymerasekettenreaktion	   (PCR)	   vervielfältigt.	   Nach	   Kontrolle	   der	   PCR-­‐Produkte	   auf	  einem	   Agarose-­‐Elektrophorese-­‐Gel	   konnten	   diese	   mit	   denaturierender	  Hochleistungsflüssigkeitschromatographie	   (dHPLC)	   auf	   Sequenzveränderungen	   im	  Vergleich	   zu	   Wildtyp-­‐DNA	   untersucht	   werden.	   Eine	   direkte	   Didesoxy-­‐Sequenzierung	  erfolgte	  bei	  PCR-­‐Produkten	  mit	  auffälligen	  Chromatogrammen.	  Per	  computergestütztem	  Abgleich	   der	   Sequenzen	   mit	   Daten	   aus	   dem	   humanem	   Referenzgenom	  [AKT1	  variant	  	  1	  (NM_005163.2)]	   wurde	   anschließend	   nach	   pathogenen	  Nukleotidveränderungen	  gefahndet.	  
Untersuchungsprotokoll	   der	   denaturierenden	   Hochleistungsflüssigkeitschromatographie	  
(dHPLC):	  Die	  durch	  PCR	  vervielfältigten	  DNA-­‐Stränge	  der	   einzelnen	  Patienten	  wurden	  im	   Verhältnis	   1:1	   mit	   dem	   entsprechendem,	   amplifiziertem	   DNA-­‐Abschnitt	   eines	  Kontrollprobanden	   (“Wildtyp”)	   vermischt.	   Das	   1:1-­‐Gemisch	   wurde	   anschließend	   bei	  95°C	   denaturiert	   und	   langsam	   in	   1°C-­‐Schritten	   auf	   22°C	   abgekühlt.	   Somit	  wurde	   eine	  Rearrangierung	  der	  DNA-­‐Stränge	  von	  Patient	  und	  Wildtyp	  mit	  einer	  gewissen	  Anzahl	  an	  “gemischten”	   DNA-­‐Doppelsträngen	   bestehend	   aus	   einem	   Patienten-­‐	   und	   einem	  Wildtypstrang	   erreicht.	   Die	   so	   renaturierten	   PCR-­‐Produkte	   wurden	   auf	   einer	  beheizbaren	  Umkehrphasensäule	  (DNA-­‐Sep	  cartridge,	  Transgenomic,	  Omaha	  Nebraska,	  USA)	  mittels	   eines	   linearen	  Acetonitril-­‐Gradienten	   bestehend	   aus	   Puffer	   A	   (0,1	  mol/L	  Triethylammonium-­‐Acetat)	   und	   Puffer	   B	   (0,1	   mol/L	   Triethylammonium-­‐Acetat,	   25%	  Acetonitril)	   chromatographisch	  aufgetrennt	  und	  bei	  UV-­‐Licht	  der	  Wellenlänge	  260	  nm	  detektiert.	  DNA-­‐Heteroduplizes,	  deren	  Einzelstränge	  variantenbedingt	  nicht	  vollständig	  komplementär	   zueinander	   sind,	   zeichnen	   sich	   dabei	   durch	   ein	   abweichendes	  Elutionsmuster	   aus.	   Um	   die	   genauen	   Gradienten-­‐	   und	   Temperatureinstellungen	   für	  jeden	   neuen	   PCR-­‐Abschnitt	   zu	   ermitteln	   sowie	   zur	   Analyse	   der	   entstandenen	  Chromatogramme	   wurden	   die	   WAVEMAKER	   Software	   und	   die	   WAVE	   Navigator	  Software	  Version	  2.2.0	  von	  Transgenomic	  eingesetzt.	  	  
2.2.1	   Methoden	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In	   der	   untersuchten	   Patientengruppe	   von	   70	   SGA-­‐Kindern	   wurden	   in	   der	  
AKT1-­‐Genregion	   fünf	   bisher	   nicht	   beschriebene	   SNVs	   in	   neun	   nicht	   verwandten	  Patienten	  identifiziert	  (Tabelle	  1,	  Abb.	  1).	  	  	  	  	   Tabelle	  1:	  Genotypisierung	  und	  Lokalisation	  neuer	  SNVs	  im	  AKT1-­‐Gen	  
	  	  Vier	  der	  SNVs	  befinden	  sich	  vor	  (upstream)	  der	  kodierenden	  Region	   im	  Promotor,	  der	  5‘-­‐untranslatierten	   Region	   sowie	   im	   ersten	   Intron.	   Eine	   synonyme	   („stille“)	  Mutation,	  das	   bedeutet	   ein	   Basenaustausch	   ohne	   Veränderung	   der	   Aminosäuresequenz,	   trat	   bei	  drei	  Patienten	  in	  Exon	  12	  (SNV	  c.1251C>T)	  auf.	  Mutationen,	  welche	  die	  Proteinsequenz	  verändern,	  konnten	  ausgeschlossen	  werden.	  Die	  Ergebnisse	  dieses	  Forschungsprojektes	  wurden	  als	  Poster	  auf	  dem	  Kongress	  der	  European	  Society	  for	  Pediatric	  Endocrinology	  in	  Glasgow	  veröffentlicht.	  	  
	   	  
2.2.2	   Ergebnisse	  der	  AKT1	  Resequenzierung	  
Patient	   neue	  Gen-­‐Variation	   Gen-­‐Lokalisation	   zusätzliche,	  bekannte	  SNVs	  1	   c.–2125G>A	   heterozygot	   Promotor	   	  2	   c.–2125G>A	   heterozygot	   Promotor	   rs61757055	  homozygot	  3	   c.–2125G>A	   heterozygot	   Promotor	   rs61757055	  homozygot	  4	   c.–1003G>A	   heterozygot	   Promotor	   	  5	   c.–648G>A	   heterozygot	   Exon	  1,	  5‘-­‐UTR	   rs1130214	  heterozygot	  rs10138227	  heterozygot	  6	   c.–421G>A	   heterozygot	   Intron	  1	   rs1130214	  heterozygot	  7	   c.1251C>T	   heterozygot	   Exon	  12,	  kodierend	   	  8	   c.1251C>T	   heterozygot	   Exon	  12,	  kodierend	   	  9	   c.1251C>T	   heterozygot	   Exon	  12,	  kodierend	   rs61761201	  heterozygot	  
c. - 2125G>A c. - 1003G>A c. - 648G>A c. - 421G>A c.1251C>T 
AKT1 
Abb.	  1:	  Position	  der	  SNVs	   innerhalb	  des	  AKT1-­‐Gens.	  Die	  genomische	  Organisation	  des	  AKT1-­‐Gens	   ist	  als	  Genachse	  dargestellt.	  Blaue	  Balken	  entsprechen	  Exons,	  die	  ungefüllten	  Flächen	  nicht-­‐kodierenden	  Abschnitten.	   Schwarzes	   Start-­‐	   und	   Stopp-­‐Symbol:	   Start	   und	   Stopp-­‐Kodon	   der	   Translation;	   Rote	  Linien/Schwarze	  Pfeile:	  Position	  der	  neu	  entdeckten	  SNVs.	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Die	   folgende,	   im	   Journal	   of	   Pediatric	   Endocrinology	   and	   Metabolism	   im	   Juni	   2014	  publizierte,	  Arbeit	  beschreibt	  eine	  bisher	  nicht	  bekannte	  heterozygote	   IGF1R-­‐Mutation	  bei	   zwei	   Brüdern	   und	   deren	   Vater	   aus	   Sachsen.	   Die	   Patienten	   fielen	   am	   Klinikum	  Chemnitz	  durch	  eine	   starke	  Wachstumsretardierung	  sowie	   fehlendes	  Aufholwachstum	  auf.	  Seit	  mehr	  als	  vier	  Jahren	  werden	  die	  beiden	  Brüder	  am	  Universitätsklinikum	  Leipzig	  betreut.	   Umfangreiche	   genetische	   und	   klinische	   Untersuchungen	   an	   der	   Familie	  identifizierten	  die	  IGF1R-­‐Mutation	  als	  sehr	  wahrscheinliche	  Ursache	  des	  Kleinwuchses.	  Über	   einen	   Nachbeobachtugszeitraum	   von	   fast	   zwei	   Jahren	   wurde	   im	   Rahmen	   einer	  Wachstumstherapie	   eine	   beginnende	   Glukoseintoleranz	   festgestellt,	   welche	   in	  Zusammenhang	  mit	  dem	  Gendefekt	  diskutiert	  wird.	  
Auxologische,	   klinische	   und	   laborchemische	   Daten	   wurden	   am	   Universitätsklinikum	  Leipzig	   erhoben,	   an	   dem	   die	   betroffenen	   Brüder	   betreut	   werden.	   Die	   berechneten	  SDS-­‐Werte	  basieren	  auf	  einer	  deutschen	  Referenzpopulation	  (61,	  62).	  Alle	  genetischen	  Untersuchungen	   fanden	   im	  Forschungslabor	  der	  Universitätskinderklinik	  Leipzig	  statt.	  Die	   kompletten	   Exons	   des	   IGF1R-­‐,	   IGF1-­‐	   und	   SHOX-­‐Gens	   wurden,	   wie	   weiter	   oben	  beschrieben,	  untersucht.	  Bei	  einer	  Kontrollgruppe	  wurde	  in	  Exon	  21	  des	  IGF1R	  mittels	  dHPLC	   nach	   Sequenzveränderungen	   gesucht.	   Die	   von	   der	   Mutation	   betroffene	  Nukleotidposition	   im	   IGF1R-­‐Gen	  wurde	  zusätzlich	   in	  einer	  größeren	  Population	  durch	  quantitative	  PCR	  genotypisiert	  (siehe	  auch	  unter	  3.1	  Publikationsskript).	  
Untersuchungsprotokoll	   der	   quantitativen	   PCR	   (qPCR):	   Spezifische	   Primer,	  Patienten-­‐DNA	   und	   allelspezifische	   Fluoreszenz-­‐markierte	   Sonden	   wurden	   mit	   einem	  Genotypisierungs-­‐Mix	   (KASP,	   K-­‐Bioscience	   allele	   specific	   PCR)	   von	   K-­‐Bioscience	  (Hoddesdon,	  UK)	  gemischt.	  Die	   spezifischen	  Primer	  binden	   in	  unmittelbarer	  Nähe	  des	  zu	   untersuchenden	   DNA-­‐Abschnitts	   des	   IGF1R-­‐Gens.	   Die	   Amplifizierung	   des	  Reaktionsgemisches	   wurde	   über	   eine	   2-­‐Schritt-­‐Touchdown-­‐PCR	   realisiert	  [Enzymaktivierung	  bei	  94°C	  für	  10	  Minuten;	  Denaturierung	  bei	  94°C	  für	  20	  Sekunden;	  Primeranlagerung	  und	  Vervielfältigung	  der	  PCR-­‐Produkte	   für	  10	  Zyklen	  bei	   sinkender	  Temperatur	   (61°	   bis	   55°C	   für	   60	   Sekunden,	   Temperaturdifferenz	   pro	   Zyklus	   0,6°C);	  weitere	   Vervielfältigung	   bei	   55°C	   für	   26	   Zyklen].	   Anschließend	   wurden	   bei	   einer	  konstanten	   Temperatur	   von	   20°C	   die	   Fluoreszenz-­‐Signale	   der	   PCR-­‐Produkte	  mit	   dem	  ABI	   PRISM	   7700	   Sequence	   Detection	   System	   (Applied	   Biosystems,	   Foster	  City,	  California,	  USA)	  quantifiziert	  und	  ausgewertet.	  	   	  
2.3.1	   Patienten	  und	  Methoden	  
2.3	   Geno-­‐	  und	  phänotypische	  Charakterisierung	  der	  heterozygoten	  C1248Y-­‐IGF	  Typ	  1-­‐Rezeptor	  Mutation	  
	  	  
Das	  Promotionsprojekt	   	  
	   	  
11	  
Eine	   genetische	   Untersuchung	   des	   IGF1R-­‐Gens	   wurde	   bei	   beiden	   Brüdern	   wegen	  persistierender	   Wachstumsretardierung	   (>	   –2	   SDS)	   und	   normalen	   bis	   erhöhten	  IGF1-­‐Serumspiegeln,	  definiert	  als	  IGF1-­‐Resistenz,	  durchgeführt.	  Ein	  Nukleotidaustausch	  (c.3743G>A)	  in	  Exon	  21	  des	  IGF1R	  wurde	  gefunden	  (Abb.	  2).	  	  	  
	  
	  
Dadurch	  bedingt	   ist	  ein	  Aminosäureaustausch	  von	  Cystein	  zu	  Tyrosin	   (p.Cys1248Tyr),	  einer	   im	   phylogenetischen	   Vergleich	   über	   alle	   Metazoa-­‐Spezies	   hochkonservierten	  Aminosäure	   in	   der	   Tyrosinkinasedomäne	   des	   IGF1R	   (63).	   Als	   Teil	   des	   C-­‐terminalen	  Loops	  der	  Tyrosinkinasedomäne	  des	  IGF1R	  trägt	  diese	  Aminosäure	  zur	  Stabilität	  dessen	  katalytischen	   Kinasezentrums	   bei	   (64).	   Der	   Nukleotidaustausch	   wurde	   auch	   bei	   dem	  Vater	  der	  beiden	  Kinder	  gefunden,	  der	   somit	  Überträger	  der	  Mutation	   ist.	  Um	  bei	  den	  Brüdern	   eine	   weitere	   die	   Aminosäuresequenz	   verändernde	   Mutation	   auszuschließen,	  wurden	   alle	   Exons	   des	   IGF1R-­‐Gens	   sequenziert.	   Ein	   dHPLC-­‐Screening	   in	   einer	  Kontrollgruppe	  von	  100	  Probanden	  war,	  ebenso	  wie	  die	  Genotypisierung	  der	  mutierten	  Region	   in	   1000	   DNA-­‐Proben	   eines	   genetisch	   gut	   charakterisierten	   Kollektivs	   von	  Sorben,	  negativ.	  Bei	  der	  genetischen	  Untersuchung	  des	   IGF1-­‐	  und	  des	  SHOX-­‐Gens	   fand	  sich	  ebenfalls	  keine	  Auffälligkeit.	  Zur	   Evaluierung	   der	   kognitiven	   Entwicklung	   wurde	   bei	   den	   Patienten	   ein	  
Kaufman	  Assessment	  Battery	  for	  Children	  (K-­‐ABC)	   –	   eine	   Testbatterie	   zur	   Messung	   von	  Intelligenz	  und	  spezifischer	  Fertigkeiten	  bei	  Kindern	  –	  durchgeführt.	  Hierbei	  erreichten	  
A T A C T G C C A G Y A C A T G C G C A T C A G T T C A A A C C T G C
A T A C T G C C A G Y A C A T G C G C A T C A G T T C A A A C C T G C








T A C T G C C A G Y A C A T G C G C A T C A G T T C A A A C C T G C A
T A C T G C C A G Y A C A T G C G C A T C A G T T C A A A C C T G C A








2.3.2	   Ergebnisse	  
Abb.	  2:	  Dideoxy	  Sequenzierung	  von	  Exon	  21	  des	  IGF1R-­‐Gens.	  Der	  Ausschnitt	  der	  Elektropherogramme,	  erhalten	  durch	  Dideoxy-­‐Sequenzierung,	  zeigt	  die	  Punktmutation	  (c.3743G>A)	  des	  Indexpatienten	  und	  seines	  Bruders	  (schwarze	  Pfeile).	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beide	  Patienten	   in	   allen	  Tests	   eine	  durchschnittliche	  Punktzahl.	  Auffällig	  war	   lediglich	  eine	   psychomotorische	   Unruhe	   bei	   dem	   einen	   und	   eine	   Lese-­‐/Rechtschreibschwäche	  sowie	  Lernprobleme	  in	  der	  Schule	  bei	  dem	  anderen	  Kind.	  	  	  
H.sapiens IGF1R   SNEQVLRFV-MEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMRPSFLEIISS 1265 
H.sapiens INSR   SNEQVLKFV-MDGGYLDQPDNCPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLEIVNL 1289 
H.sapiens INSRR   SNEQVLKFV-MDGGVLEELEGCPLQLQELMSRCWQPNPRLRPSFTHILDS 1245 
M.mulatta (Rhesusaffe) IGF1R  SNEQVLRFV-MEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMRPSFLEIISS 1265 
M.musculus (Maus) IGF1R  SNEQVLRFV-MEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMRPSFLEIIGS 1267 
G.gallus (Huhn) IGF1R  TNEQVLRFV-MEGGLLEKPDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMRPSFLEIISS 1266 
X.leavis (Krallenfrosch) IGF1R SNEQVLRFV-MEGGLLEKPDNCPDMLFELMRMCWQFNPKMRPSFLEIISS 1261 
D.rerio (Zebrafisch) IGF1R  SNEQVLRFV-MEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMRPSFLEIINS 1263 
C.elegans (Fadenwurm) IGF1R  SNDEVLNYIGMARKVIKKPECCENYWYKVMKMCWRYSPRDRPTFLQLVHL 1519 
D.melanogaster (Taufliege)IGF1R SNEQVLRYV-IDGGVMERPENCPDFLHKLMQRCWHHRSSARPSFLDIIAY 1649 
    :*::**.:: :    :.. : *     .:*  **:  .  **:* .::   
Mit	   5	   beziehungsweise	   8	   Jahren	   wurde	   bei	   den	   zwei	   Brüdern	   eine	  Wachstumshormontherapie	  aufgrund	  von	  proportioniertem	  Kleinwuchs	  mit	  fehlendem	  Aufholwachstum	   begonnen.	   Unter	   der	   Therapie	   mit	   rekombinant	   hergestelltem	  humanem	   Wachstumshormon	   (rhGH)	   zeigten	   die	   Kinder	   ein	   relativ	   geringes	  Aufholwachstum	  (Differenzgröße	  nach	  2	   Jahren:	  0,81	  SDS	  beziehungsweise	  0,58	  SDS).	  In	   regelmäßigen	   Laborkontrollen	   unter	   rhGH-­‐Therapie	   waren	   ansteigende	  IGF1-­‐Serumspiegel	  messbar.	  Orale	  Glukosetoleranztests	   (oGTTs)	  vor	  und	  während	  der	  Therapie	   mit	   Wachstumshormon	   zeichneten	   eine	   zunehmende	   Funktionsstörung	   des	  Glukosemetabolismus	   bei	   den	   IGF1R-­‐Mutationsträgern	   auf.	   Mit	   erhöhten	  Glukose-­‐Werten	   zwei	   Stunden	   nach	   oraler	   Belastung	   bestand	   bei	   dem	   älteren	   Bruder	  eine	   gestörte	   Insulinsekretion	   (insulinogenic	   index	   0,20;	   HOMA-­‐β	   43,5%)	   und	   bei	  seinem	  jüngeren	  Bruder	  eine	  beginnende	  Insulinresistenz	  (HOMA-­‐IR	  3,55;	  WBISI	  3,52).	  Der	   Vater	   beider	   Kinder	   berichtete	   über	   einen	   diätetisch	   eingestellten	  Diabetes	  mellitus	  Typ	  2.	   Dazu	   passend	   fand	   sich	   ein	   im	   oGTT	   nachgewiesener	  pathologischer	   Glukosestoffwechsel	   mit	   verminderter	   Insulinsensitivität	   bei	   normaler	  Insulinsekretion.	   In	   der	   Familie	   des	   Indexpatienten	   sind	   oder	   waren	   jedoch	   noch	  weitere	  Verwandte	  an	  Diabetes	  mellitus	  Typ	  2	  erkrankt.	  	   	  
Abb.	   3:	   Die	   von	   der	   Mutation	   betroffene	   Aminosäure	   (C1278)	   im	   phylogenetischen	   Vergleich:	   Der	  phylogenetische	   Vergleich	   der	   in	   der	   linken	   Spalte	   aufgeführten	   Spezies	   wurde	   realisiert	   mit	  
ClustalW-­‐algorithm	   auf	   der	   Website	   http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html.	   Buchstaben:	  Aminosäuresequenz	  (Einbuchstabencode);	  gelber	  horizontaler	  Balken:	  Aminosäureposition	  Cys1278,	  welche	  bei	  den	  von	  der	   IGF1R-­‐Mutation	  betroffenen	  Patienten	  verändert	   ist;	   Symbolleiste	  unter	  den	  Aminosäuresequenzen:	   „*“	  identische	   Aminosäure;	   „:“	  hoch	   konservierte	   Aminosäureposition;	  „.“	  weniger	  konservierte	  Aminosäureposition.	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Durch	  den	  Promovenden	  veranlasste	  auxologische,	  klinische	  und	  laborchemische	  Daten	  der	   Patienten	   wurden	   durch	   Mitarbeiter	   des	   Universitätklinikums	   Leipzig	   erhoben.	  Nach	   der	   initialen	   Identifizierung	   der	   IGF1R-­‐Mutation	   durch	   das	   Forschungslabor	   der	  Universitätskinderklinik	   Leipzig	   erfolgten	   zusätzliche	   genetische	   Untersuchungen	   des	  Indexpatienten	   und	   weiterer	   Familienmitglieder.	   Diese	   wurden	   wie	   auch	   die	  Sequenzierung	   des	   AKT1	   bei	   70	   SGA-­‐Kindern	   und	   alle	   weiteren	   oben	   genannten	  Experimente	  vom	  Promovenden	  selbst	  durchgeführt	  und	  ausgewertet.	  In	  Zusammenarbeit	  mit	  den	  Koautoren	  wurde	  die	  vorliegende	  Publikation	  verfasst	  und	  im	  Journal	  of	  Pediatric	  Endocinology	  and	  Metabolism	  im	  August	  2014	  veröffentlicht.	  Aufgrund	   formaler	   Vorgaben	   von	   Seiten	   des	   Journals	   konnten	   einige	   ausführlichere	  Darstellungen	   der	   Methoden	   und	   Ergebnisse	   nicht	   veröffentlicht	   werden.	   Sie	   sind	   in	  diesem	  Manuskript	  weiter	  oben	  bereits	  beschrieben.	  	  
2.4	   Anmerkungen	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  Dissertation	  zur	  Erlangung	  des	  akademischen	  Grades	  Dr.	  med.	  	  	   Monogenetische	  Ursachen	  bei	  Kindern	  mit	  IGF1	  Resistenz	  –	  geno-­‐	  und	  phänotypische	  Untersuchungen	  des	  IGF1	  Rezeptor-­‐	  und	  AKT1	  Gens	  	  	  eingereicht	  von	  Sebastian	  Burkhardt	  	  	  angefertigt	   an	   der	   Klinik	   und	   Poliklinik	   für	   Kinder	   und	   Jugendliche	   der	   Universität	  Leipzig	  	  	  betreut	  von:	   Dr.	  rer.	  nat.	  Jürgen	  Klammt	  Prof.	  Dr.	  med.	  Roland	  Pfäffle	  	  	  eingereicht	  im	  Januar	  2017	  	  	   In	   den	   letzten	   10	   Jahren	   konnten	   verschiedene	   IGF1R-­‐Mutationen	   als	   Ursache	   für	  ein	  eingeschränktes	  Längenwachstum	  identifiziert	  werden.	  Bei	  all	  diesen	  Patienten	  kann	  das	   IGF1-­‐Signal	   trotz	   normaler	   IGF1-­‐Serumspiegel	   nicht	   adäquat	   an	   die	   Zellen	  weitergeleitet	  werden.	  Dieser	  als	  IGF1-­‐Resistenz	  definierte	  Zustand	  ist	  für	  etwa	  10-­‐15%	  der	   Fälle	   einer	   intrauterinen	   und	   postnatalen	  Wachstumsverzögerung	   verantwortlich.	  Aufgrund	   variabler	   zusätzlicher	   klinischer	   Auffälligkeiten	   vermutet	   man	   eine	   gewisse	  Redundanz	  einiger	  Funktionen	  des	   IGF-­‐IGF1R-­‐Systems	   (65).	  Die	  genauen	  molekularen	  Mechanismen	  dieser	  Variabilität	  sind	  jedoch	  bis	  heute	  nicht	  bekannt.	  Jenseits	   von	   Mutationen	   im	   IGF1R	   ist	   es	   bislang	   ungeklärt,	   ob	   Mutationen	   in	  Molekülen,	   die	   das	   Signal	   des	   aktivierten	   IGF1R	   zu	   den	   zellulären	   Effektoren	  weiterleiten	   und	   denen	   bisher	   keine	   kausale	   Verbindung	   zu	   einer	   monogenetischen	  Erkrankung	   zugeordnet	   werden	   konnte,	   beim	   Menschen	   einen	   IGF1-­‐resistenten	  Phänotyp	   hervorrufen.	   Zu	   diesen	   Kandidatengenen	   gehört	   neben	   IRS1,	   PDPK1,	  RPS6KB1	   auch	   das	   Gen	   für	   die	   Proteinkinase	   B	   AKT1	   (36).	   Basierend	   auf	   logischen	  
4.	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  und	  Interpretation	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Überlegungen	   zur	   Signaltransduktion	   des	   IGF1R,	   dem	   Phänotyp	   von	  Akt1-­‐/-­‐-­‐Knockout-­‐Mäusen	   sowie	   in	   Analogie	   zur	   durch	   Mutation	   im	   STAT5B-­‐Gen	  verursachten	  Wachstumshormonresistenz	   (66),	  wurde	   in	   dieser	   Arbeit	   das	   AKT1-­‐Gen	  bei	  70	  SGA-­‐Kindern	  mit	  IGF1-­‐Resistenz	  untersucht.	  Resequenzierung	   der	   kodierenden	   Bereiche	   des	   AKT1-­‐Gens	   einschließlich	  angrenzender	  Intronsequenzen	  und	  des	  Promotors	  identifizierte	  fünf	  neue	  SNVs.	  Keine	  der	  neu	  entdeckten	  SNVs	   führt	   zu	  einem	  Aminosäureaustausch.	  Während	  SNVs	   in	  der	  Intron-­‐Region	   den	   Splicing-­‐Prozess	   beeinflussen	   könnten,	   verändern	   SNVs	   in	   der	  5’-­‐untranslatierten	  Region	  eventuell	  die	  Translation	  oder	  mRNA-­‐Stabilität.	  Des	  Weiteren	  können	   SNVs	   innerhalb	   der	   Promotorregion	   die	   Transkriptionsregulation	  modulieren.	  In	  Assoziationsstudien	  wurde	  der	  SNV	  rs1130214,	  welcher	  zwei	  Basenpaare	  neben	  der	  neu	   entdeckten	   Gen-­‐Variante	   c.–648G>A	   kartiert,	   mit	   erhöhter	   Insulinresistenz	   und	  metabolischem	   Syndrom	   in	   Zusammenhang	   gebracht	   (67,	   68).	   Assoziationen	   von	  
AKT1-­‐Polymorphismen	   mit	   der	   Lebenszeitspanne	   zeigten	   in	   verschiedenen	   Studien	  widersprüchliche	   Ergebnisse	   je	   nach	   untersuchter	   Kohorte	   (69-­‐71).	   Kürzlich	   konnte	  eine	   somatische	   Gen-­‐Variante	   bei	  Magenkarzinom-­‐Patienten	   gefunden	  werden,	   die	   zu	  einer	  Aktivitätsreduktion	   der	  AKT1-­‐Kinase	   und	   damit	   zu	   einer	   Prognoseverbesserung	  führt	  (72).	  Mögliche	  geno-­‐	  und	  phänotypischen	  Effekte	  der	  neu	  entdeckten	  SNVs	  bleiben	  aufgrund	   fehlender	   Assoziationsstudien	   und	   funktioneller	   Analysen	   bisher	   jedoch	  hypothetisch.	   Auch	   kann	   nicht	   ausgeschlossen	  werden,	   dass	   Varianten,	   die	  mit	   einem	  Funktionsverlust	  des	  AKT1-­‐Proteins	  verbunden	  sind,	  zu	  einem	  anderen,	  möglicherweise	  syndromalen	  Phänotyp	  führen.	  Alternativ	  ist	  auch	  denkbar,	  dass	  die	  Untersuchung	  einer	  größeren	  Patientenkohorte	  zur	  Identifizierung	  nicht-­‐synonymer	  Mutationen,	  welche	  die	  Aktivität	   der	   AKT1-­‐Kinase	   beeinflussen,	   führen	   würde.	   Ob	   Mutationen	   in	  Hauptsignalwegen	  des	   IGF1R	  als	  monogenetische	  Ursache	   zu	  einer	   IGF1-­‐Resistenz	  bei	  betroffenen	  Patienten	  beitragen,	  bleibt	  daher	  bisher	  ungeklärt.	  
IGF1R-­‐Mutationen	   können	   hingegen	   als	   etablierte,	   genetische	   Ursache	   für	  IGF1-­‐Resistenz	   angesehen	   werden.	   Die	   hier	   beschriebene	   heterozygote	  
IGF1R	  C1278Y-­‐Mutation	   bei	   zwei	   Brüdern	   und	   deren	   Vater	   wurde	   mittels	  umfangreicher	   genetischer	   und	   klinischer	   Untersuchungen	   als	   sehr	   wahrscheinliche	  Ursache	   einer	   prä-­‐	   und	   postnatalen	   Wachstumsretardierung	   identifiziert.	   Diese	  Annahme	   wird	   durch	   die	   gute	   Geno-­‐Phänotyp-­‐Korrelation,	   den	   fehlenden	   Nachweis	  dieses	   Aminosäureaustausches	   in	   einer	   großen	   Kontrollkohorte	   und	   den	   in	  Prädiktionsalgorithmen	   als	   relevant	   eingestuften	   Aminosäureaustausch	   gestützt.	   Die	  hier	   beschriebene	   Mutation	   im	   IGF1R	   in	   Exon	   21	   führt	   zu	   einer	   Nukleotidtransition	  (c.3743G>A)	   und	   in	   Folge	   dessen	   zu	   einem	   Aminosäureaustausch	   von	   Cystein	   zu	  Tyrosin	   an	   Position	   1248	   (Nummerierung	   einschließlich	   Signalpeptid).	   Als	   Teil	   des	  C-­‐terminalen	   Loops	   der	   Tyrosinkinasedomäne	   des	   IGF1R	   trägt	   diese	   Aminosäure	   zur	  Stabilität	  dessen	  katalytischen	  Kinasezentrums	  bei	  (64).	  Dass	  die	  Aminosäureposition	  in	  allen	   Metazoa-­‐Spezies	   zu	   einer	   hochkonservierten	   Region	   zählt	   (Abb.	   3)	   und	   ein	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Nukleotidaustausch	   in	   über	   1200	   Kontrollprobanden	   mittels	   dHPLC-­‐	   und	  Genotypisierungsuntersuchungen	   nicht	   nachweisbar	   war,	   lässt	   ebenfalls	   eine	  funktionelle	   Bedeutung	   des	   Aminosäurerestes	   vermuten.	   Zwei	   weitere	   bisher	  beschriebene	   IGF1R-­‐Mutationen	   in	   der	   Kinasedomäne	   führen	   sowohl	   zu	   einer	  verminderten	  Autophosphorylierung	  des	  IGF1R,	  als	  auch	  zu	  einer	  gestörten	  Aktivierung	  nachgeschalteter	   Signalwege	   (12,	   16).	   Eine	   von	   Juanes	  et	  al.	   kürzlich	   entdeckte	   dicht	  benachbarte	   IGF1R-­‐Mutation	   (p.Arg1256Ser)	   zeigte	   eine	   verminderte	   IGF1-­‐induzierte	  DNA-­‐Synthese	   in	   Fibroblasten	   und	   eine	   reduzierte	   Akt1-­‐Phosphorylierung	   (73).	   Ein	  ähnlicher	   Mechanismus	   liegt	   möglicherweise	   der	   neuen	   p.Cys1248Tyr-­‐Mutation	  zugrunde.	   Zum	   unmittelbaren	   Nachweis	   einer	   Funktionsstörung	   des	   mutierten	  IGF1R-­‐Proteins	   wären	   allerdings	   molekularbiologische	   und	   biochemische	   Analysen	  notwendig.	  Für	  einen	  möglichen	  ursächlichen	  Zusammenhang	  der	  IGF1R	  C1278Y-­‐Mutation	  mit	  der	  prä-­‐	  und	  postnatalen	  Wachstumsretardierung	  sprechen	  auch	  Vererbungsmodus	  und	  klinische	   Manifestationsform	   im	   Sinne	   einer	   Phänotyp-­‐Genotyp-­‐Korrelation.	   Generell	  zeigen	   von	   IGF1R-­‐Mutationen	   betroffene	   Patienten	   eine	   anhaltende	  Wachstumsverzögerung	   (<	  –2	  SDS)	   bei	   normal	   bis	   erhöhten	   IGF1-­‐Serumwerten	  (>	  -­‐0,5	  SDS).	   Bei	   dem	   Indexpatienten	   und	   dessen	   Bruder	   führten	   erhöhte	  IGF1-­‐Serumspiegel,	   welche	   unter	   einer	   Wachstumshormon(rhGH)-­‐Therapie	   weiter	  anstiegen,	  nur	  zu	  einer	  geringen	  Wachstumsbeschleunigung	   (Δ-­‐Größen-­‐SDS	  nach	  zwei	  Jahren	   0,58	   –	   0,81).	   Diese	   Beobachtung	   spiegelt	   auch	   die	   bisherige	   Erfahrung	   mit	  IGF1R-­‐Patienten	   unter	   rhGH-­‐Therapie	  wieder	   (74).	   Auch	  wenn	   das	   Größendefizit	   der	  beiden	   Brüder	   (–3,67	   und	   –3,25	   SDS)	   deutlich	   stärker	   ausfällt	   als	   das	   vom	   Vater	  (-­‐2,57	  SDS),	   ist	   die	   intrafamiliäre	   Größenvariabilität	   aufgrund	   eines	   IGF1R-­‐Defektes	  gering,	   verglichen	   mit	   anderen	   betroffenen	   Familien	   (12,	   25).	   Unklar	   bleibt	   der	  genetische	  Einfluss	  der	  Mutter	  (Größe	  –3,03	  SDS)	  auf	  das	  Längenwachstum	  der	  Kinder,	  da	   eine	   über	   den	   IGF1R	   hinausgehende	   genetische	   Untersuchung	   des	   mütterlichen	  Genoms	   nicht	   durchgeführt	   wurde.	   Trotz	   allem	   untermauern	   die	   nahezu	   identischen	  Wachstumskurven	  des	  Indexpatienten	  und	  seines	  Bruders	  vor	  und	  unter	  rhGH-­‐Therapie	  (3.1	   Publikation,	   Figure	   1)	   die	   starke	   phänotypische	   Dominanz	   des	   IGF1R	   auf	   die	  longitudinale	   Größenentwicklung.	   Insgesamt	   geben	   die	   oben	   genannten	   geno-­‐	   und	  phänotypischen	   Untersuchungen	   deutliche	   Hinweise	   darauf,	   dass	   die	  
IGF1R	  C1278Y-­‐Mutation	   Ursache	   der	   IGF1-­‐Resistenz	   und	   der	   anhaltenden	  Wachstumsretardierung	  der	  untersuchten	  Patienten	  ist.	  Neben	   den	   nahezu	   identischen	   Wachstumsprofilen	   der	   von	   der	   IGF1R-­‐Mutation	  betroffenen	   Kinder,	   waren	   diese	   auch	   durch	   unterschiedliche	   Manifestationen	   eines	  gestörten	   Glukosestoffwechsels	   auffällig.	   Die	   hier	   beschriebene	   heterozygote	  
IGF1R-­‐Mutation	   war	   begleitet	   von	   einer	   sich	   zunehmend	   entwickelnden	  Glukoseintoleranz.	   Beim	   Indexpatienten	   geschah	   dies	   auf	   dem	   Boden	   einer	   gestörten	  Insulinsekretion,	  bei	   seinem	  Bruder	  und	  dessen	  Vater	  konnte	  eine	   Insulinresistenz	  als	  Ursache	  festgestellt	  werden.	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Vor	   rhGH-­‐Therapie	   zeigte	   der	   jüngere	   Bruder	   (Indexpatient)	   lediglich	   eine	   leicht	  gestörte	   Insulinsekretion	  nach	  Stimulation.	  Bei	   seinem	  älteren	  Bruder	  bestand	  bereits	  vor	   Therapiebeginn	   eine	   gestörte	   Glukosetoleranz.	   Unter	   rhGH-­‐Therapie	   wurde	   eine	  zunehmende	  Insulinresistenz	  und	  eine	  Progression	  der	  Glukoseintoleranz	  beim	  älteren	  Bruder	   beobachtet.	   Im	   Mausmodell	   zeigten	   Mutanten	   mit	   skelettmuskelspezifischer	  Igf1r/Hybridrezeptor-­‐Inaktivierung	   einen	   ähnlichen	   Phänotyp	   (58).	   Als	   Zeichen	   eines	  sich	  verschlechternden	  Glukosemetabolismus	  war	  nach	  zwei	  Jahren	  rhGH-­‐Therapie	  bei	  dem	   jüngeren	   Bruder	   ein	   sinkender	   HOMA-­‐β-­‐Index	   als	   Indikator	   einer	   gestörten	  Betazellfunktion	   und	   eine	   Glukoseintoleranz	   nachzuweisen.	   Eine	   gestörte	  Betazellfunktion	   aufgrund	   einer	   IGF1R-­‐Mutation	   wäre	   konsistent	   mit	   Beobachtungen	  aus	  Betazell-­‐spezifischen	  Igf1r-­‐Knockout-­‐Mäusen.	  Hier	  konnte	  eine	  gewisse	  Redundanz	  von	   IR-­‐	   und	   IGF1R-­‐Signalweg	   bezogen	   auf	   die	   Betazellfunktion	   nachgewiesen	  werden	  (58).	   Bei	   früher	   beschriebenen	   Patienten	   mit	   heterozygoten	   IGF1R-­‐Defekten	  wurde	   ebenfalls	   eine	  milde	   bis	  moderate	   Insulinresistenz	   (17)	   oder	   HbA1C-­‐Werte	   im	  oberen	   Grenzbereich	   (10)	   beobachtet.	   Auch	   die	   erhöhten	   Nüchternglukose-­‐Werte	  mit	  gestörter	  Glukosetoleranz	  auf	  dem	  Boden	  einer	  Insulinresistenz,	  wie	  sie	  bei	  dem	  Vater	  der	   untersuchten	   Brüder	   auftritt,	   wurde	   in	   Verbindung	   mit	   einem	   heterozygoten	  
IGF1R-­‐Defekt	   so	   ähnlich	   bereits	   (25)	   beschrieben.	   Sowohl	   bei	   heterozygoten	   als	   auch	  homozygoten	   IGF1R-­‐Defekten	  (25,	  26)	   fallen	  eine	  gestörte	  Glukosetoleranz	  vor	  Beginn	  einer	   rhGH-­‐Therapie,	   wenn	   auch	   in	   unterschiedlicher	   Ausprägung	   auf.	   Die	  Indexpatientin	  von	  Fang	  et	  al.	  mit	  einer	  homozygoten	  IGF1R-­‐Mutation	  entwickelte	  sogar	  einen	  Diabetes	  mellitus	  aufgrund	  eines	   Insulinmangels	   (20).	  Möglicherweise	   spielt	  bei	  einer	   gestörten	   IGF1R-­‐Signaltransduktion	   ein	   gewisser	   Dosiseffekt	   nicht	   nur	   auf	   das	  Größenwachstum,	  sondern	  auch	  in	  Bezug	  auf	  die	  Glukoseregulation	  eine	  Rolle.	  Bei	  von	  heterozygoten	   IGF1R-­‐Mutationen	   betroffenen	   Patienten	   wurden	   milder	   ausgeprägte	  Glukoseregulationsstörungen	   beobachtet	   (17,	   25),	   als	   das	   bei	   Patienten	   mit	   biallelen	  
IGF1R-­‐Mutationen	   der	   Fall	   ist	   (20,	   26).	   Einige	   Berichte	   von	   IGF1R-­‐Patienten	   zeigten	  dagegen	   keine	   Veränderungen	   im	   Glukosemetabolimus	   (10).	   Bei	   diesen	   Fallberichten	  hatte	  der	  Fokus	  jedoch	  nicht	  auf	  Veränderungen	  des	  Glukosestoffwechsels	  gelegen.	  Bei	  dem	   von	  Mohn	   et	   al.	   beschriebenen	   heterozygoten	   IGF1R-­‐Defekt	  wird	   ebenso	  wie	   bei	  dem	   Vater	   der	   hier	   beschriebenen	   Familie	   auch	   ein	   erhöhter	   Body-­‐Mass-­‐Index	   zur	  Verschlechterung	  des	  Glukosestoffwechsels	  beigetragen	  haben.	  Eine	   Wachstumshormontherapie	   induziert	   ebenfalls	   eine	   reduzierte	  Insulinsensitivität	   bei	   SGA-­‐Kindern	   (75-­‐77).	   Glukosemetabolismus	   und	   die	  kardiovaskulären	   Risikomarker	   normalisieren	   sich	   jedoch	   nach	   Beendigung	   der	  rhGH-­‐Therapie	   (77).	   Inwieweit	   sich	   die	   Glukoseintoleranz	   auch	   bei	   den	   hier	  untersuchten	   Kindern	   nach	   Therapieende	   bessert,	   bleibt	   abzuwarten.	   Von	   anderen	  Autoren	  wurden	  Funktionsstörungen	  des	  Glukosestoffwechsels	  generell	  für	  SGA-­‐Kinder	  beschrieben	   (78,	   79).	   Soto	   et	   al.	   beispielsweise	   wiesen	   eine	   verminderte	  Insulinsekretion	   und	   Insulinsensitivität	   von	   Kindern	  mit	   zu	   geringem	   Geburtsgewicht	  im	   Vergleich	   zu	   Kindern	   mit	   adäquatem	   Geburtsgewicht	   nach	   (80).	   Eine	   pränatale	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Wachstumsrestriktion	   bei	   SGA	   mit	   den	   daraus	   resultierenden	   langfristigen	  Veränderungen	   im	   IGF1-­‐System	   könnte	   daher	   per	   se	   schon	   zu	   einem	   funktional	  gestörten	  Glukosemetabolismus	  führen.	  Somit	  bleiben	  Rückschlüsse	  auf	  bereits	  pränatal	  bestehenden	  Veränderungen	  im	  IGF1-­‐System	  bei	  IGF1R-­‐Patienten	  zur	  Zeit	  äußerst	  vage.	  Kognitive	   sowie	   motorische	   Entwicklungsverzögerungen,	   wie	   bei	   anderen	   Fällen	  heterozygoter	   IGF1R-­‐Mutationen	   in	   milder	   Ausprägung	   vorhanden	   (81),	   wurden	   bei	  unseren	   Patienten	   nicht	   nachgewiesen.	   Neuropsychologische	   Veränderungen	   bei	  
IGF1R-­‐Mutationsträgern	   sind	   insgesamt	   sehr	   unterschiedlich	   ausgeprägt	   (81).	   Große	  epidemiologische	   Studien	   wie	   auch	   kleinere	   Fallstudien	   weisen	   eine	   geringere	  Globalintelligenz	   und	   vermehrte	   Verhaltensauffälligkeiten,	   vor	   allem	   bei	   SGA-­‐Kindern	  mit	   fehlendem	   Aufholwachstum	   und	   Mikrozephalie	   nach	   (82).	   Inwieweit	   die	  
IGF1R-­‐Mutation	   bei	   den	   betroffenen	   Brüdern	   die	   neuropsychologische	   Entwicklung	  beeinträchtigt	   oder	   die	   Lese-­‐/Rechtschreibschwäche	   des	   einen	   Bruder	   bedingt,	   kann	  nicht	  mit	  Sicherheit	  gesagt	  werden.	  Ein	  ursächlicher	  Zusammenhang	  zwischen	   IGF1R-­‐Mutationen	  und	  einem	  gestörten	  Glukosemetabolismus	  lässt	  sich	  bisher	  beim	  Menschen	  nicht	  mit	  Sicherheit	  ableiten.	  Im	  Gegensatz	  zur	  zentralen	  Rolle	  des	   IGF1R	   im	  Wachstumsprozess	   ist	  dessen	  Funktion	   in	  der	   Regulation	   der	   Glukosehomöostase	   im	   Sinne	   einer	   komplexen	   Beteiligung	   zu	  verstehen,	   welche	   durch	   viele	   Kofaktoren	   beeinflusst	   werden	   kann.	  Gen-­‐Polymorphismen	  in	  Kandidatengenen	  wie	  AKT1	  könnten	  hierbei	  zusätzlich	  eine	  Rolle	  spielen.	  	   Die	  hier	  vorgelegte	  Arbeit,	  die	  zwei	  Patienten	  mit	  IGF1R-­‐Mutation	  und	  detaillierter	  Beobachtung	   des	   Glukosestoffwechsels	   unter	   rhGH-­‐Therapie	   beschreibt,	   trägt	   zum	  besseren	   Verständnis	   dieser	   Interaktionen	   bei.	   Um	   Geno-­‐Phänotyp-­‐Korrelationen	   bei	  IGF1R-­‐Patienten	  besser	  vorherzusagen,	  sind	  weitere	  detaillierte	  Fallbeschreibungen	  mit	  längeren	   Nachbeobachtungszeiträumen	   in	   Bezug	   auf	   Veränderungen	   im	  Glukosestoffwechsel	   (und	   anderen	   Komorbiditäten)	   sowie	   Langzeitstudien,	   die	  „idiopathische“	   SGA	   Kinder	   mit	   IGF1-­‐Resistenz	   von	   IGF1R-­‐Mutationsträgern	  unterscheiden,	  nötig.	  In	  Zukunft	  wären	  damit	  genauere	  Aussagen	  über	  die	  Prognose	  und	  Einschätzung	  von	  Risikofaktoren	  bei	  IGF1R-­‐Patienten	  unter	  rhGH-­‐Therapie	  möglich.	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